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1. Resumen 
Las poblaciones de diferentes especies varían en las cantidades de diversidad genética 
que poseen. En los hongos se ha encontrado una enorme diversidad biológica que los ha 
llevado a distinguir entre cuatro grupos principales de organismos fúngicos, ascomicetos, 
basidiomicetos, zigomicetos y chytridiomycota. A pesar de la importancia y la utilidad de los 
hongos, hasta hace bastante poco, eran pocos los genomas secuenciados. El objetivo final 
de este proyecto es el estudio de la variabilidad genética en basidiomicetes, utilizando la R. 
sardonia como organismo modelo.  
R. sardonia, forma parte de los basidiomicetes, siendo un hongo micorrizal localmente 
común. Para poder avanzar en dicha dirección se hace necesario el desarrollo de métodos 
para la extracción de ADN mitocondrial de dichas setas. El presente TFG se centrará 
específicamente en el desarrollo y evaluación de dichos métodos. 
 
1. Abstract  
The populations of the different species vary among the different amount of genetic diversity 
that they possess. A huge biological diversity has been found in the fungus, which has led 
to distinguish four main groups of fungic organisms: ascomycetes, basidiomycetes, 
zygomycetes and chytridiomycota. Despite the relevance and usefulness of the fungus, until 
recently, few genomes were sequenced. The final target of this project is the study of the 
genetic variability in basidiomycetes, using the R. sardonia as a model organism. 
R. sardonia, belongs to the basidiomycetes, being a locally common 
mycorrhizal fungus. In order to make progress in this way it required the development of the 
DNA mitochondrial extraction methods of these mushrooms. The present TFG will be 
focused specifically on the development and assessment of these methods. 
2. Palabras clave 
Variación, genoma, ADN mitocondrial, Russula Sardonia 
3. Introducción  
 
3.1. Diversidad genética  
La variación genética es la materia de la evolución: si no hay variación, no puede haber 
evolución (Taylor et al., 2016). Las poblaciones de diferentes especies varían en función de 
la cantidad de la diversidad genética que poseen siendo la diversidad genética de una 
población un factor y un resultado de una amplia gama de procesos evolutivos. Una de las 
maneras de detectar esta variación genética es el estudio de la diversidad de nucleótidos 
π. Estos se pueden definir como   el número de diferencias de nucleótidos por sitio entre 
dos secuencias elegidas al azar en una población N (Yu et al., 2004). En la mayoría de las 
especies, la diversidad de nucleótidos π, está por debajo de 0,03; entre las 167 especies 
de eucariotas distribuidas en 14 phyla revisados recientemente (Leffler et al., 2012) el valor 
más alto observado hasta ahora es 0,16 en el nematodo Caenorhabditis brenneri (Dey et 
al., 2013). 
 
Las especies hipervariables son de particular interés para la genética de poblaciones. Dicha 
ciencia se ocupa de estudiar las diferencias entre los genotipos, y cuantas más diferencias 
haya, más se puede aprender sobre los factores que afectan a la población. La 
hiperdiversidad podría ser causada por un tamaño de población efectivo inusualmente alto 
(Ne), una tasa de mutación muy alta (m) o ambas (Baranova et al., 2015). 
 
El estudio de la variabilidad genética de un cultivo puede realizarse por varios métodos. 
Entre ellos podemos diferenciar entre los métodos basados en técnicas moleculares, más 
Sandra Ramos Pandiella Trabajo de Fin de Grado 2018 
2 
 
avanzados, o métodos basados en rasgos morfológicos (Taba ,1991). En los primeros no 
se considera la interacción entre genotipo y ambiente, siendo ambas complementarias 
(Fairbanks et al., 1992) por otra parte, califican la influencia del medio ambiente como una 
desventaja en las caracterizaciones morfológicas, ya que no permite representar 
verdaderas similitudes o diferencias genéticas.  
Cabe mencionar que las variaciones genéticas pueden ser producidas por mutación, que 
es cualquier cambio brusco en los genes capaz de ser transmitido a la descendencia, o bien 
cualquier cambio en la estructura molecular del material genético que provoca una nueva 
expresión del fenotipo (Franco y Hidalgo, 2003). 
 
3.2. Diversidad genética en hongos  
En los 900 millones de años (Myr) de la historia evolutiva de los hongos se ha encontrado 
una enorme diversidad biológica. 
 
 
Figura 1: Filogenia del reino de los hongos Grupos fúngicos principales, coloreados según lo indicado por el 
texto a la derecha. Los diamantes indican puntos de ramificación evolutiva, y su fecha aproximada (abajo), 
capturada por genomas de hongos secuenciados en o en progreso (Galagan et al., 2003). 
 
Esta diversidad abarca cuatro grupos principales de organismos fúngicos, ascomicetos, 
basidiomicetos, zigomicetos y chytridiomycota (Figura 1). 
A pesar de la importancia y la utilidad de los hongos, hasta hace bastante poco, lo que se 
sabía sobre sus genomas derivaba principalmente de la secuencia de la levadura 
Saccharomyces cerevisiae, siendo el primer hongo eucariota secuenciado. La era de la 
genómica fúngica, y de hecho de la genómica eucariota, se introdujo mediante la 
secuenciación del genoma completo de la levadura S. cereviseae (Goffeau et al., 1996). 
Este hito revolucionó el trabajo en levaduras y permitió los primeros estudios globales de la 
función y expresión del gen eucariótico (Galagan et al.,2005). Poco después, a la 
secuenciación de la levadura se unió la secuencia de un Ascomycota filamentoso llamado 
Neurospora (Galagan et al., 2003) y la del Basidiomycota Phanero-chaetae (Martinez et 
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al.,2004). No mucho después, tres especies de Aspergillus fueron secuenciadas: 
Aspergillus oryzae (Machida et al., 2005) Aspergillus fumigatus (Nierman et al., 2005) y 
Aspergillus nidulans, y las comparaciones de sus genomas (Galagan et al.,2005) junto con 
las de las levaduras estrechamente relacionadas con S. cerevisiae (Kellis et al.,2003) 
representan hitos en el campo de la genómica fúngica comparativa (Taylor et al.,2016).En 
los últimos años ha habido una explosión en la genómica fúngica que ha ampliado en gran 
medida nuestra visión de la diversidad genética y fisiológica de estos organismos. A pesar 
de la necesidad evidente, el progreso en la secuenciación de genes fúngicos fue 
inicialmente lento. Para acelerar el ritmo de la genómica fúngica, en 2000, un consorcio de 
micólogos en colaboración con científicos del Whitehead Institute/MIT Center for Genome 
Research (ahora el Broad Institute) lanzó la Iniciativa Fungal Genome. El objetivo de la FGI 
es secuenciar los genomas de hongos de todo el reino (Galagan et al.,2005). El creciente 
número de genomas fúngicos completos proporciona una oportunidad sin precedentes para 
estudiar la biología y la evolución de un reino eucariótico completo. Sin embargo, la 
secuencia es solo la punta del iceberg para entender la genómica fúngica (Galagan et 
al.,2005). 
 
3.3. Russula sardonia 
En este trabajo se han utilizado ejemplares del hongo R. Sardonia. Este es un hongo 
perteneciente al grupo de los Basidiomicetes.  Los basidiomicetos constituyen un grupo de 
hongos que reúne más de treinta mil especies (Kirk et al., 2001) consideradas superiores 
por su complejidad morfológica y la presencia de basidios, característica principal que 
define su identificación y clasificación taxonómica (Rojas, 2013). La mayoría se caracterizan 
por un tipo de meiosporas llamadas basidiosporas, producidas en el exterior de 
meiosporangios llamados basidios.  
 
Las basidiosporas contienen un solo núcleo haploide y su germinación origina un micelio 
haploide monocariótico, el cual va adquiriendo septos que forman células uninucleadas. 
Esta fase del ciclo es de corta duración, pues los micelios monocarióticos se buscan y 
fusionan sus citoplasmas (plasmogamia). Cuando esto ocurre los núcleos de cada hifa 
fluyen a la otra, lográndose un intercambio nuclear. Las hifas que resultan de este fenómeno 
poseen ahora núcleos de dos tipos genéticos, por lo que son dicarióticas. Este micelio 
prolifera manteniendo esta situación genética por bastante tiempo (Sarasola, 2014). 
El micelo dicariotico, al darse las condiciones ambientales apropiadas sufre una serie de 
cambios morfogenéticos dando lugar a la formación del basidioma. El basidioma posee 
tanto células estériles como fértiles dicarioticas. En las células fértiles, llamadas basidios, 
los dos núcleos haploides experimentan cariogamia y producen un nuevo núcleo diploide 
(2n), el cual entra rápidamente en meiosis originando así cuatro núcleos hijos haploides. 
En la superficie del basidio usualmente se desarrollan cuatro prolongaciones 
citoplasmáticas externas denominadas esterigmas, en cuyos respectivos ápices se 
formarán las basidiosporas. Las basidiosporas haploides germinan produciendo micelios 
haploides y reiniciando el ciclo de vida (Sarasola, 2014). 
 
Se puede dar también la reproducción asexual, pero ésta es mas frecuente entre los 
ascomicetes que entre los basidiomicetes. La gemación y la producción de conidias, 
clamidosporas y oidios, son los principales mecanismos conocidos de reproducción 
asexual. Tanto los órganos reproductivos como el micelio somático pueden producir estas 
estructuras de reproducción asexual (Sarasola, 2014). 
 
La R. sardonia Presenta un diámetro de 6 a 12 cm en los individuos desarrollados. Podemos 
observar en él un color entre violeta y púrpura, pero también hay ejemplares de color rojo 
sangre o marrón-rojizo. Cutícula adherente que no se separa de la carne salvo de forma 
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leve en la zona marginal, lisa con aspecto brillante y cuando está seca presenta un aspecto 
mate. Las son láminas adnatas, prietas en ocasiones bifurcadas, adheridas al pie. Estas 
presentan un color claro al principio con un matiz amarillento y en la madurez de color crema 
amarillento vistoso. La longitud del pie es proporcionada al diámetro del sombrero, 
cilíndrico, central y consistente en los ejemplares jóvenes, solo de viejo se vuelve más 
permeable, pero nunca es hueco. Carne espesa y consistente, pero a la vez quebradiza, 
de color blanco al principio, luego entre amarilla y ocre bajo la cutícula, también rosa o 
ligeramente púrpura, de sabor picante (Kothe, 2006). 
 
Existen formas en las que el sombrero es verdoso como en el caso de Viridis 
(https://www.asturnatura.com/especie/russula-sardonia.html). Su olor es débil, poco 
apreciable, fúngico y un sabor picante (http://fungichile.blogspot.com/2009/08/russula-
sardonia.html). 
 
Se trata de hongo microrrizal, forma micorrizas con las coníferas, sobre todo con los pinos 
(https://www.fungipedia.org/hongos/russula-sardonia.html). Esta especie es localmente 
común, prefiere los bosques de pinos con suelos muy arenosos. Es absolutamente acidófila 
y no suele aparecer en pinares básicos. En nuestro radio de acción es muy abundante bajo 
Pinus radiata, donde llega a alfombrar el suelo en otoños lluviosos, entre septiembre y 
noviembre. Fructifica en grupos numerosos. 
 
Cabe mencionar que presenta peligro de confusión con la Rúsula de Quélet, muy similar, 
tanto por el color del sombrero como del pie, como por la carne picante, pero se diferencian 
en el hábitat y sobre todo por el color de las laminillas que son más claras, no amarillentas 
(https://rednaturaleza.com/setas/russula-sardonia). En cuanto a la comestibilidad de R. 
sardonia se sospecha de toxicidad (Kothe, 2006). 
 
3.4. ADNmt 
Para este estudio pretendemos utilizar el genoma mitocondrial de R. sardonia. La 
mitocondria es un orgánulo encontrado en la mayoría de las células eucariotas (Henze, 
2003) que, además de suministrar energía celular, se halla implicada en mayor o menor 
grado en otras tareas, como la traducción de la señal, la diferenciación celular, la muerte 
celular, ciclo celular y el control del crecimiento celular (McBride, 2006). 
 
El ADN mitocondrial (ADNmt) es atractivo para estudios sistémicos porque es una molécula 
pequeña, fácilmente aislable y bien estudiada. Por ello se ha usado ampliamente como un 
marcador genético para estimar la divergencia genética y las relaciones entre poblaciones 
naturales de eucariotas, incluidos los hongos (Wilson et al. 1985; Taylor ,1986; Avise et al. 
1987). Sin embargo, un obstáculo importante para usar ADN mitocondrial para estudios 
filogenéticos es la alta frecuencia y el gran tamaño de las mutaciones de longitud (Sanders 
et al., 1977; Taylor et al., 1986; Bruns et al., 1988). 
 
El genoma mitocondrial es una molécula de ADN circular típico de 60630 pb con un 
contenido de GC de 26,67%. Un genoma mitocondrial fúngico típico contiene 14 genes 
codificadores de proteínas conservadas y un número variable de tRNAcoding genes 
(Gray,1999; Burguer,2003). Las mitocondrias de hongos filamentosos tienen la herencia 
uniparental y sus genomas evolucionan más rápidamente que el ADN nuclear 
correspondiente, lo que las hace más adecuadas para diferenciar organismos 
estrechamente relacionados (Hamburguesa, 2003; Bullerwell, 2005; Ghikas, 2010). 
 
 
Sandra Ramos Pandiella Trabajo de Fin de Grado 2018 
5 
 
Con el tiempo se han ido desarrollando nuevos métodos de secuencia, por lo que se ha ido 
incrementando el número de genomas mitocondriales de hongos. En diciembre de 
2012,113 genomas mitocondriales de hongos se enumeraron en el Centro Nacional de 
Información Biotecnológica Orgánulo. La mayor parte de ellos pertenecían a ascomicetos, 
siendo solo 13 miembros de basiodiomicetes (Li et al.,2013). 
4. Objetivos 
Para empezar a abordar el problema de la diversidad genética en basidiomicetes, 
decidimos fijarnos en la especie R. sardonia. Dicha especie ha sido seleccionada no solo 
por su gran abundancia, sino también porque sus especímenes son muy fácilmente 
localizables, ya que crecen siempre en la misma zona, son fáciles de reconocer e identificar, 
a pesar de ofrecer a simple vista un grado importante de variabilidad, cuyo posible 
componente genético es desconocido. Por otro lado, su inexistente interés comercial 
provoca una baja recolección y una gran abundancia de dicha especie. En este trabajo los 
principales objetivos han sido: 
1. Desarrollo de un método de extracción del ADN mitocondrial de dichos ejemplares. 
2. Aislamiento de ADN total de esos ejemplares 
3. Secuenciación del ADN mitocondrial y nuclear 
4. Estudio filogenético preliminar 
 
5. Material y métodos 
 
5.1. Recolección de ejemplares (realizada por Antón Vila Sanjurjo, AVS) 
Fueron escogidas tres zonas para la recolección, Alto de A Gañidoira (Muras, Lugo), Pila 
da Leña (Monfero, A Coruña), O Freixo (As Pontes, A Coruña), Goente (As Pontes, A 
Coruña). Estos lugares se caracterizan por ser zonas con abundante ganado y con una 
amplia población de pinos y gran variedad de setas. De todas las setas ubicadas en esta 
zona, R. sardonia está entre las más abundantes y la podemos encontrar fácilmente en 
pequeños grupos dispersos no muy distanciados entre sí. 
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Figura 2: Mapa A Gañidoira 
  
 
Figura 3: Mapa Pila da Leña 
 
Sandra Ramos Pandiella Trabajo de Fin de Grado 2018 
7 
 
 
Figura 4: Mapa O Freixo 
 
 
 
Figura 5: Mapa Goente 
 
Para la recogida de ejemplares se ha llevado acabo el mismo protocolo en cada una de las 
zonas de recolección. Se han buscado al menos 3 carpóforos jóvenes provenientes de un 
mismo micelio (suponemos esto por la proximidad de los ejemplares). Se extrajeron los 
carpóforos enteros. Tras separar el pie del sombrero se dividió el sombrero en 2 partes 
comprobando la ausencia de parásitos. Los tres carpóforos se fotografiaron in situ, por 
medio del teléfono móvil. La foto se etiquetó de la siguiente manera.  
 
  -DPE_ER_ddmmaaaa 
 
Medio sombrero y los pies se introdujeron en una bolsa “ziplock” para el aislamiento de 
ADN mitocondrial (Fracción biol-mol). El otro medio sombrero se utilizó para los análisis 
macroscópicos y microscópicos (Fracción macro-micro) (no mostrado). La Fracción biol-
mol se congeló a -20ºC para su procesamiento posterior. 
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5.2. Aislamiento de ADNmt 
Ante la escasez de métodos para la obtención y secuenciación de ADNmt de carpóforos se 
ha confeccionado un protocolo basado en los procedimientos de Feize et al., Robert et al., 
Li et al. (Feize et al, 2009; Robert et al, 2004; Li et al, 2013). 
 
Se cortó un trozo del pie de la seta congelada, alrededor de 
2 cm, en trozos muy pequeños mediante un bisturí. 
Posteriormente este trozo se homogenizó en 30 mls de 
tampón de extracción a temperatura ambiente con un 
homogeneizador Potter-Elvehjem de 50 ml de capacidad. 
Durante el homogenizado se observó la aparición de un color 
amarillento en el líquido (Figura 6). La intensidad de este 
color fue claramente mayor tras previo desmenuzamiento de 
las muestras con un bisturí. 
Dicho tampón se ha preparado con anterioridad [10 mM Tris-
HCl, pH 7.5 (1 ml de solución 1M) ,0.2 mM EDTA (40 µls de 
solución 0.5M) y 15% sacarosa (15g, Añadir sólido)]. Para 
evitar calentamiento excesivo de la muestra, el recipiente se 
enfriaba en hielo después de cada intervalo de 
homogenización (~15 segundos). Una vez homogenizada la 
muestra se filtró a través de 4 capas de gasa estéril. 
 
La solución recogida se centrifugó a baja velocidad (2500 g, 10 min, 4°C) para eliminar 
núcleos, membranas y paredes celulares (figura 7). Una vez centrifugada se trató con 
DNasa I (SIGMA Aldrich, DN-25) (100 µg. ml-1, 70 µl del stock a 10 mg/ml), y RNasa A 
(SIGMA Aldrich, R6513) (100 µg. ml-1, 70 µl del stock a 10 mg/ml) durante treinta minutos 
a 37º. 
 
 
 Figura 7: Pellet después de la 1ª centrifugación y el sobrenadante. 
Una vez añadidas se centrifugó de nuevo a baja velocidad (2500 g, 10 min, 4°C). Se pasó 
el contenido a tubos eppendorf y se centrifugó otros 30 min a 12000xg para sedimentar 
mitocondrias. Tras retirar el tampón se lavó el sedimento por medio de su resuspensión 
cuidadosa con la pipeta en 1000 µl de tampón. Finalmente se centrifugó de nuevo durante 
30 min a 12000xg para sedimentar las mitocondrias. Tras retirar el líquido nos quedamos 
con el sedimento que posteriormente congelamos bien etiquetado. 
 
Figura 6: Homogenización del material  
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En esta parte del proceso se jugó sobre todo con la cantidad de las enzimas DNasa I y 
RNasa A. Finalmente se utilizó únicamente RNasa A en un volumen de 10 µl por muestra. 
 
5.3. Extracción de ADNmt 
Una vez descongelada la muestra se resuspendieron las mitocondrias en 100 µl de tampón 
de lisis sin sacarosa y con SDS a una concentración final del 2% (20 µl de 10% (w:v) en 80 
µ de tampón de lisis) y se incubaron durante 120 min a 56ºC. Se añadieron 350 µl de ddH2O 
y 50 µl de acetato amónico y se procedió a la extracción. 
 
Primero se extrajo con un volumen de fenol, se centrifugó durante 2 min a máxima velocidad 
y a temperatura ambiente. Tras recobrar la fase acuosa, se extrajo con 1 volumen de 
fenol/cloroformo y se centrifugó de nuevo. Finalmente se extrajo con 1 volumen de 
cloroformo y tras una nueva centrifugación se precipitó con 2 volúmenes de etanol 100% y 
1/10 de volumen de 0.3 M acetato amónico durante 120 min a -20°C. 
 
Se centrifugó para recuperar los ácidos nucleicos (10 min a máxima velocidad, 4°C). 
Posteriormente se eliminó el etanol con una pipeta con cuidado de no tocar el sedimento. 
Tras lavar con 1 mL de 70% Etanol a -20C sin alterar el sedimento, se centrifugó durante 2 
min a máx velocidad a 4°C. Finalmente se eliminaron los restos de alcohol con una punta 
de pipeta muy fina y se dejó secar el sedimento a temperatura ambiente durante media 
hora. 
 
5.4. Extracción de ADN total 
Protocolo desarrollado a partir del manual de E.Z.N.A Fungal DNA Mini kit Protocol- short 
Protocol, (E.Z.N.A Fungal DNA Mini kit, OMEGA,).  
 
5.5. Cuantificación ADN 
Se sacaron los tubos con las muestras congeladas, se centrifugaron para asegurarse de 
que el pellet estaba en el fondo y se resuspendió éste en 20 µl de agua a 37º durante 20 
min. Mediante un Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) medimos la cantidad de ADN presente 
en nuestras muestras. 
 
5.6. PCR 
Se han utilizado dos tipos de cebadores, mitocondriales y nucleares. Todas las 
secuencias de los cebadores fueron obtenidas a través de Pablo Alvarado (PA) 
(ALVALAB, http://www.alvalab.es/inicio.html). 
 
Los cebadores mitocondriales fueron MS1 (forward) y MS2 (reverse) que amplifican un 
producto de una longitud aproximada de entre 550-600 nts del RNAr de la subunidad 
pequeña mitoribosoma (datos obtenidos de PA). 
 
MS1: 5' CAGCAGTCAAGAATATTAGTCAATG 3’ 
MS2: 5' GCGGATTATCGAATTAAATAAC 3' 
 
Estos cebadores están dirigidos a regiones conservadas del gen, mientras que los 
siguientes se dirigen a zonas más variables. Desconocemos la zona de hibridación de 
estos cebadores, así como el tamaño del producto que amplifican. 
 
V6U TTAGTCGGTCTCGGAGCA;  
V6R 5'TGACGACAGCCATGCAAC 3’ 
 
V9U 5 'CCGTGATGAACTAACCGT 3';  
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V9R 5'TTCCAGTACAAGCTACCT 3’ 
 
Por otro lado, tenemos los cebadores nucleares:  
 
LROR: 5' ACCCGCTGAACTTAAGC 3’, hibrida desde la posición 26 hasta la 42 del gen 
que codifica el RNAr de la subunidad grande del ribosoma.  
 
LR3: 5' CCGTGTTTCAAGACGGG c, hibrida desde la posición 651 hasta la 635 del gen 
que codifica el RNAr de la subunidad grande del ribosoma. Amplificación con LROR y LR3 
da lugar a un producto de PCR de 625 nts. 
 
LR7: 5' TACTACCACCAAGATCT 3’, hibrida desde la posición 1418 hasta la 1432 del gen 
que codifica el RNAr de la subunidad grande del ribosoma. Amplificación con LROR y LR3 
da lugar a un producto de PCR de 1406 nts. 
 
En primer lugar, se ha calculado la temperatura de fusión seleccionado aquella más baja 
de los cebadores utilizados en una misma sesión de PCR. Se ha calculado con 
Oligoanalyzer tool de IdtDNA (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer). 
 
Para la reacción de la PCR se han mezclado; 12.5 μl 2X RealStart ADN Pol. Premix 
(Yeastern Biotech Co. Ltd.), 0.75 μl cebador Forward, 0.75 μl cebador Reverse,1 μl ADN 
molde,10 ddH2O. 
 
El programa utilizado para la PCR ha sido el siguiente: 
 
 
 
 
 
Figura 8: Programa utilizado en la PCR 
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5.7. Electroforesis 
Se ha realizado una electroforesis en gel de agarosa (1%) para 
determinar el tamaño de los fragmentos de ADN amplificados en la 
PCR. 
 
Para ello se necesita tampón TAE (Tris-acetato-EDTA). 
El tampón TAE se prepara comúnmente como una solución madre 
50X para uso en laboratorio. Se puede preparar una solución madre 
50X disolviendo 242 g de base Tris en agua, agregando 57,1 ml de 
ácido acético glacial y 100 ml de solución EDTA 500 mM (pH 8,0) y 
elevando el volumen final a 1 litro. Esta solución madre se puede 
diluir 49: 1 con agua para hacer una solución de trabajo 1X. Esta 
solución 1X contendrá Tris 40mM, ácido acético 20mM y EDTA 
1mM. 
 
Las muestras fueron teñidas con EtB “Out” Nucleic acid Staining 
Solution (Yeastern Biotech Co. Ltd.). Se usó un marcador de 100bp 
(FYD009-1ML, Yeastern Biotech Co. Ltd.). 
 
 
 
 
5.8. Secuenciación 
Realizada por la unidad de biología molecular del SAI de la UDC. 
 
5.9. Estudio filogenético 
Tras la obtención de las secuencias a través de la unidad de biología molecular del SAI de 
la UDC, se alinearon las secuencias obtenidas a partir de los dos primers utilizados en la 
reacción de PCR con Serial Cloner (http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html) y se 
extrajo la secuencia coincidente sin fallos. Con esta secuencia se lanzaron búsquedas en 
BLAST para identificar las 10 secuencias más cercanas a la de búsqueda presentes en 
GenBank y se procedió a la realización de árboles filogénicos por el método de máxima 
parsimonia y máxima verosimilitud con el programa Mega v.7 
(https://www.megasoftware.net/). Las secuencias fueron guardadas en un único documento 
en formato fasta para poder ser utilizada en el programa Mega v.7 
(https://www.megasoftware.net/). Una vez hecho esto, las secuencias en formato fasta 
fueron abiertas y alineadas mediante el algoritmo Muscle contenido en el programa Mega 
v.7. Dicho alineamiento fue utilizado para generar árboles filogenéticos de máxima 
parsimonia y máxima verosimilitud en Mega v.7 (Phylogeny estimation: traditional and 
Bayesian approaches.Mark Holder & Paul O. Lewis.Nature Reviews Genetics volume 4, 
pages 275–284 (2003). 
 
Para el alineamiento con Muscle fueron utilizados los siguientes parámetros: 
 
Gap Open: -100 
Gap Extend: -0.01 
Max Memory in MB: 21592 
Max Iterations: 8 
Clustering Method (iteration 1,2): UPGMB 
Clustering Method (Other iterations): UPGMB 
Min Diag Length (lambda): 24  
 
Figura 9: Marcador de 100bp 
(FYD009-1ML, Yeastern Biotech 
Co. Ltd.) utilizado en las PCR. 
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El mejor modelo evolutivo para la secuencia generada por el cebador LR3 y por los 
cebadores MS1 y MS2 fue el siguiente: 
 
Tree to use: Automatic (Neighbor-joining-tree) 
Gaps/Missing Data Treatment: Use all Sites 
Branch Swap Filter: None 
 
Los parámetros utilizados para el árbol consenso de máxima verosimilitud obtenido con la 
secuencia generada por el cebador LR3 fueron los siguientes: 
 
Test of Phylogeny: Bootstrap Method 
No. of Bootstrap Replications: 100 
Substitutions Type: Nucleotide 
Model/Method: Kimura 2-parameter model 
Rates among Sites: Gamma distributed (G) 
No of Discrete Gamma Categories: 5 
Gaps/Missing Data Treatment: Use all sites 
ML Heuristic Method: Subtree-Pruning-Regrafting - Extensive (SPR level 5) 
Initial Tree for ML: Make initial tree automatically (Default - NJ/BioNJ) 
Branch Swap Filter: None 
 
Los parámetros utilizados para el árbol consenso de máxima verosimilitud obtenido con la 
secuencia generada por los cebadores MS1 y MS2 fueron los siguientes: 
 
Test of Phylogeny: Bootstrap Method 
No. of Bootstrap Replications: 100 
Substitutions Type: Nucleotide 
Model/Method: Tamura 3-parameter model 
Rates among Sites: Gamma distributed with invariant sites (G+I) 
No of Discrete Gamma Categories: 5 
Gaps/Missing Data Treatment: Use all sites 
ML Heuristic Method: Subtree-Pruning-Regrafting - Extensive (SPR level 5) 
Initial Tree for ML: Make initial tree automatically (Default - NJ/BioNJ) 
Branch Swap Filter: None 
 
Los parámetros utilizados para el árbol consenso de máxima parsimonia obtenido con la 
secuencia generada por los cebadores LR7 y LROR fueron los siguientes: 
 
Test of Phylogeny: None 
Substitutions Type: Nucleotide 
Gaps/Missing Data Treatment: Use all sites 
MP Search Method: Subtree-Pruning-Regrafting (SPR) 
No. of Initial Trees (random addition): 10 
MP Search level: 1 
Max No. of Trees to Retain: 100  
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6. Resultados y discusión 
 
6.1. Extracción de ADNmt y ADN total 
Una vez recolectadas las muestras de R. sardonia, estas fueron congeladas hasta su 
posterior uso. 
 
Como se expuso en Materiales y Métodos, ante la falta de un método claro para la 
extracción del ADNmt a partir de carpóforos, se confeccionó un protocolo partiendo de 
información encontrada en la literatura (Feize et al, 2009; Robert et al, 2004; Li et al, 2013).  
Tras probar diversas variaciones del protocolo, sobre todo relacionadas con la cantidad de 
las nucleasas utilizadas, elegimos el protocolo descrito en Materiales y Métodos. 
 
En primer lugar, se trató de optimizar el protocolo de homogenizado. Se observó que la 
desmenuzación del material congelado por medio de un bisturí aumentaba 
considerablemente la cantidad de material resuspendido en el tampón de lisis, juzgado en 
base a la intensidad del color amarillento obtenido en la fase acuosa (Figuras 6 y 7). 
Se realizaron extracciones tanto de ADN total como de ADNm de un solo carpóforo.  
Las concentraciones de ADN fueron estimadas por medio de un Nanodrop 100 (Thermo 
Scientific). 
  
Muestra cod: 26/3/18 M=Mitocondrial; T:Total Muestra cod: 12/4/18 M=Mitocondrial 
30,9 ng/microl ADN mitocondrial 3,26 ng/microl ADN mitocondrial 
23,6 ng/microl ADN mitocondrial 1,22 ng/microl ADN mitocondrial 
20,3 ng/microl ADN mitocondrial 7,57 ng/microl ADN mitocondrial 
18,1 ng/microl ADN total  24,5 ng/microl ADN mitocondrial 
13,2 ng/microl ADN total  
16,1 ng/microl ADN total  
   Tabla 1: Resultados de la cuantificación de ADN total y ADN mitocondrial mediante Nanodrop 100 
 
En las muestras cod: 26/3/18. M la extracción del ADN se realizó con el protocolo descrito 
en dicho trabajo (Material y Métodos) mientras que en las muestras de cod: 12/4/18. M en 
protocolo de la extracción del ADN se añadió DNasa I. Se puede observar una clara 
diferencia en la cantidad de ADN cuantificado, siendo mayor la cantidad de ADN en las 
muestras cod: 26/3/18. M, siendo este uno de los motivos por los cuales fue elegido el 
protocolo descrito en este trabajo (Materiales y métodos). 
 
Solo una muestra de ADN total (cod: 26/3/18. T), obtenida por medio del kit, fue utilizada 
en estos estudios. Esta muestra será utilizada como control en las PCRs para evaluar la 
calidad de las preparaciones de ADNmt. 
  
6.2. Amplificación por medio de PCR y secuenciación 
Para evaluar la calidad de nuestras preparaciones utilizamos la técnica de PCR. Estábamos 
sobre todo interesados en comprobar el grado de contaminación con ADN nuclear de las 
mismas. Como control positivo utilizamos la muestra de ADN total (cod: 26/3/18. T) descrita 
anteriormente. Dicha muestra contiene tanto ADN nuclear como mitocondrial. Ha de tenerse 
en cuenta de que las PCRs se realizaron con materiales muy limitados y, por ello, no 
pudieron repetirse ni todos los controles pudieron incluirse. Aún así nos fiamos de que 
partíamos de cebadores muy conocidos en este campo y de la claridad de los resultados  
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mostrados tras la electroforesis para obtener una primera visión de la calidad de nuestras 
preparaciones.  
 
En un primer lugar se realizó la PCR utilizando para ello dos muestras de ADN mitocondrial 
(cod: 26/3/18.M; cod: 12/4/18.M) y una de ADN total (cod: 12/4/18. T) Para ello se utilizaron 
los cebadores mitocondriales (MS1, MS2) y los cebadores nucleares (LROR, LR3), sin 
control ni marcador. 
 
 
Figura 10: PCR con los cebadores mitocondriales MS1 y MS2 y 
nucleares LROR/LR3. M: cebadores MS1/MS2. L: cebadores 
LROR/LR3. 1: ADNmt (cod:26/3/18. M) 2: ADNtotal (cod:26/3/18. 
T) 3: ADNmt (cod:12/4/18. M) 
 
 
Basado en los datos de hibridación de los cebadores 
esperamos un producto de alrededor de 550-600 para 
la amplificación mitocondrial y de 625 nt para la 
amplificación nuclear. 
 
Aparecen amplificadas las bandas de ADNmt (M) y 
ADN total (L), con los tamaños esperados en todas las 
muestras. Podemos concluir que hay contaminación de 
ADN nuclear, ya que en su ausencia los primers 
nucleares no hubiesen amplificado nada, y ese no es el 
resultado obtenido. Cabe decir, que la cantidad de 
dicha contaminación no se puede determinar a partir de 
dicho gel, para ello es necesario realizar una PCR 
cuantitativa. 
 
Se hizo una segunda PCR para probar el resto de los cebadores mitocondriales (V6U, V6R, 
V9U y V9R), así como la combinación de cebadores nucleares (LROR y LR7). Aparte de 
obtener más secuencias a partir del espécimen analizado, tratábamos también de estimar 
el tamaño de los productos V6U/V6R y V9U/V9R. Para eso se incluye un marcador de peso 
molecular en el gel (FYD009-1ML, Yeastern biotech Co., Ltd). En este caso solo se utilizó 
ADN total. 
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Figura 11: PCR con los cebadores mitocondriales V6U/V6R Y 
V9U/V9R y nucleares LROR/LR7. S: cebadores V6U/V6R. R: 
cebadores V9U/V9R. P: cebadores LROR/LR7. 1: ADNtotal 
(cod:26/3/18). 
 
Aparentemente, todos los conjuntos de cebadores 
amplificaron correctamente. En este gel, el 
marcador no se resolvió óptimamente, dificultando 
así la asignación de tamaños a los productos de 
PCR. Sin embargo, sabemos que el producto 1P 
debería tener un tamaño de 1406 nts (ver Materiales 
y Métodos), ayudándonos así a identificar 
tentativamente la banda de 1500 nts del marcador 
(comparar con figura 9 De Materiales y Métodos). 
Basados en este dato estimamos un tamaño de 
alrededor de 500 nts para el producto 1S (V6U/V6R) 
y algo mayor para el 1R (V9U/V9R). 
 
Una vez amplificado el ADN por medio de PCR, fueron secuenciadas los siguientes 
productos utilizando los mismos cebadores usados para su amplificación. 
 
-1R a secuenciar con cebadores V6U y V6R, dando lugar a las secuencias 1R-V6U y 1R-
V6R. 
-1S a secuenciar con cebadores V9U y V9R, dando lugar a las secuencias 1S-V9U y 1S-
V9R 
-1P a secuenciar con cebadores LROR y LR7, dando lugar a las secuencias 1P-LROR y 
1P-LR7 
-3M a secuenciar con cebadores MS1 y MS2, dando lugar a las secuencias 3M-MS1 y 3M-
MS2 
-2L a secuenciar con cebadores LROR y LR3, dando lugar a las secuencias 2L-LROR y 2L-
LR3 
 
Tras una purificación inicial de los fragmentos amplificados, se procedió a la secuenciación 
(ambos procesos llevados a cabo por la unidad de biología molecular del SAI de la UDC,). 
En dicha secuenciación no se obtuvo lectura en las reacciones: 2L-LROR, 1R-V6U, 1R-
V6R, 1S-V9U y 1S-V9R. El resto de las secuencias se presenta en Anexo 2; 3; 4. 
 
Posteriormente se realizó un estudio filogenético preliminar mediante la aplicación Mega 
v.7. Tras alinear las diez secuencias más próximas a las diferentes secuencias problema 
mediante el algoritmo Muscle de Mega v.7, se generaron árboles de máxima parsimonia 
(Phylogeny estimation: traditional and Bayesian approaches.Mark Holder & Paul O. 
Lewis.Nature Reviews Genetics volume 4, pages 275–284 (2003).  
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Figura 12: Árbol consenso de máxima parsimonia obtenido con la secuencia generada por los cebadores 
LR7 y LROR. La secuencia problema fue obtenida tras el alineamiento de las secuencias 1P-LROR y 1P-LR7 
por medio de Serial Cloner (ver Materiales y Métodos). Para enraizar el árbol se utilizó la secuencia 
KT933852.1 Russula luteotacta strain por presentar la rama más larga. El árbol consenso se generó a partir 
de 5 árboles de máx. parsimonia. 
 
En dicho árbol localizamos a nuestra secuencia problema LR7/LROR – 701 bp más cercana 
evolutivamente a R. Sardonia strain FH12215 por lo que podemos concluir que es el 
ejemplar más cercano genéticamente a nuestra secuencia. Realizamos el árbol con 
bootstrap pero no funcionó por la similitud de las secuencias por lo que se optó por el árbol 
de máx. parsimonia. 
 
 
 
 
Figura 13: Árbol de Máxima Verosimilitud obtenido con la secuencia generada por los cebadores MS1-MS2.  
La secuencia problema fue obtenida tras el alineamiento de las secuencias D05_3M-MS1 e E05_3M-MS2 por 
medio de Serial Cloner (ver Materiales y Métodos). Tras un análisis inicial en Mega v.7 de ajuste de los datos 
por medio de máxima verosimilitud y utilizando el criterio BIC, se escogió el modelo Tamura 3 parámetros, 
utilizando una distribución Gamma discreta con 5 categorías de tasa. Para enraizar el árbol se utilizó la 
secuencia KU237397.1 Russula raoultii strain 561/BB 08.674 por presentar la rama más larga. Se utilizaron 
100 réplicas de bootstrap para confirmar la filogenia. 
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Para este árbol se pudo realizar el método de Máxima Verosimilitud (ver Materiales y 
Métodos). Observamos que nuestra secuencia problema MS1-MS2 aparece más 
emparentada con R. drimeia y que entre los 100 resultados de BLAST no está la R. 
sardonia. Por lo tanto, podemos concluir que nos encontramos con una nueva secuencia, 
que no está en la base de datos de BLAST. Uno de los motivos es la escasez de secuencias 
de setas. 
  
 
 
Figura 14: Árbol de Maximum Verosimilitud obtenido con la secuencia generada por el cebador LR3. La 
secuencia problema fue obtenida tras el alineamiento de la secuencia G05_2L-LR3 por medio de Serial Cloner 
(ver Materiales y Métodos). Para enraizar el árbol se utilizó la secuencia EU712109.1 Russula sp. GAL16925 
por presentar la rama más larga. Se utilizaron 100 réplicas de bootstrap para confirmar la filogenia. 
 
Observamos que nuestra secuencia problema G05_2L-LR3 con un 98% de bootstrap, 
aparece emparentado genéticamente con R. drimeia y R. sardonia strain. 
7. Conclusiones 
 
1. Se ha conseguido desarrollar protocolo para la extracción del ADNmt, ya que 
tras su cuantificación mediante Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) y posterior 
PCR, se ha obtenido una cantidad de ADN considerable y necesaria para su 
posterior secuenciación. 
 
2. A pesar del desarrollo de un método de extracción del ADNmt, hubo una 
contaminación de ADN nuclear que ante la ausencia de una PCR cuantitativa 
no se pudo saber cuantificar. Un objetivo para posteriores trabajos sería 
cuantificar dicha contaminación. 
 
3. Tras el estudio filogenético se concluye la correcta identificación de nuestro 
ejemplar como una R. sardonia por el parentesco genético observado en los 
árboles filogenéticos con R. sardonia strain, en dos de los tres árboles. Cabe 
destacar el descubrimiento de una nueva secuencia de nuestro ejemplar, no 
presente en la base de datos de BLAST.  
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7. Conclusions 
 
1. It has been developed a protocol for the ADNmt extraction, after its quantifying 
through Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) and later PCR, an appreciable amount 
of ADN has been obtained, necessary for its later sequencing. 
 
2. In spite of the extraction method development of the ADNmt, there was some 
contamination of the nuclear ADN which in absence of a quantitative PCR made it 
impossible to know how to quantify. 
 
3. After the phylogenetic study, the correct identification of our specimen was 
concluded as a R. sardonia due to the genetic kinship observed in the phylogenetic 
trees with R. sardonia strain, in two of the three trees. Note the discovery of a new 
sequence of our sample, not present in the BLAST database. 
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9. Anexos 
 
Anexo 1. Fotografías R. sardonia 
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20 de octubre 
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21 de octubre 
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15 de septiembre 
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Annex 2. Extracting useful sequence for phylogenetic analysis 
from GO5_2L-LR3 
 
1) Sequence G05_2L-LR3 
CACTCATAGCACGTATCGTGGGCGACCCCGACGCCCGAAGGCGCGTGCTGAGTTCCTCAATCCCGACCCTCGCATGCGAC 
GAAAGACTATAACACACCCGTAAAGGTGTCACATTTCCCTCGCCATTATCCGAGGGGCAAAATTGATGCTGACCCGTCGG 
CCGAGAAGTACACCAAGCCGAGGCGAGGCTGAGTCTCGGGCGACGCGACTGACTTCAAGCGTTTCCCTTTCAACAATTTC 
ACGTACTGTTTCACTCTCTTTCCAAAGTGCTTTTCATCTTTCCCTCACGGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATA 
TTTAGCTTTAGATGGAGTTCACCACCCATTTTGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAGAGCGCATCACAAAAG 
CCCTGGTGCGTCCGTGCCAAAGACGGGATTCTCACCCTCTATGACGCTCCATTCCAGGAGACTTGTGCACGGTCCAGCGC 
GGAAGACGCTTCTCTAAATTACAACTCGGATGGCCAAAGGCCACCAGATTTTAAATTTGAGCTTTTCCCGCTTCACTCGC 
AGTTACTAGGGGAATCCTTGTTAGTTTCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGCTAGT 
2) BLAST Analysis: 
Russula sardonia large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 
(first BLAST hit obtained with sequence  GO5_2L-LR3) 
GenBank: AF325318.1 
ORIGIN       
        1 taagcggaga aaagaaacta acaaggattc ccctagtaac tgcgagtgaa gcgggaaaag 
       61 ctcaaattta aaatctggtg gcctttggcc atccgagttg taatttagag aagcgtcttc 
      121 cgcgctggac cgtgcacaag tctcctggaa tggagcgtca tagagggtga gaatcccgtc 
      181 tttggcacgg acgcaccagg gcttttgtga tgcgctctcg aagagtcgag ttgtttggga 
      241 atgcagctca aaatgggtgg tgaactccat ctaaagctaa atattggcga gagaccgata 
      301 gcgaacaagt accgtgaggg aaagatgaaa agcactttgg aaagagagtg aaacagtacg 
      361 tgaaattgtt gaaagggaaa cgcttgaagt cagtcgcgtc gcccgagact cagcctcgcc 
      421 tcggcttggt gtacttctcg gccgacgggt cagcatcaat tttgcccctc ggataatggc 
      481 gagggaaatg tgacaccttt acgggtgtgt tatagtcttt cgtcgcatgc gagggtcggg 
                                                                        absent in 
KT933860.1                                                              |   
      541 attgaggaac tcagcacgcg ccttcgggcg tcggggttcg cccacgatac gtgcttakga 
      601 tgttggcgta atggctttaa acgacccgtc ttgaaacacg gaccaaggag tctaacatgc 
      661 ccgcgagtgt tcgggtggaa aacccgtgcg cgcaatgaaa gtaaaagttg ggacctctgt 
      721 cgtggagggc accaacgccc ggaccagacc ttctgtgacg gatctgcggt agagcgtgta 
      781 tgttaggacc cgaaagatgg tga 
GenBank: KT933860.1 (see sequence below) 
GO5_2L-LR3 
 
3) Alignment of GO5_2L-LR3 and KT933860.1 
 
Alignment of Sequence_1:  [AF325318_R-sardonia_LSU-rRNA.txt.xdna] 
with  Sequence_2: [GO5_2L-LR3_(UBM-SAI)_071118.txt.xdna]. 
Performed with Serial Cloner 
(http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html). 
 
GO5_2L-LR3 useful sequence to be used in a BLAST search aimed at obtaining 10 
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sequences for a maximum parsimony tree. Included in Serial cloner file G05_2L-
LR3_tree-useful-sequence_071518.xdna 
Similarity : 599/802 (74.69 %) 
 
Seq_1  1     -------------taagcgga-gaaaagaaactaacaaggattcccctagtaactgcgag  46 
                          |||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  615   ACTAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAG  556 
 
 
Seq_1  47    tgaagcgggaaaagctcaaatttaaaatctggtggcctttggccatccgagttgtaattt  106 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  555   TGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGTGGCCTTTGGCCATCCGAGTTGTAATTT  496 
 
 
Seq_1  107   agagaagcgtcttccgcgctggaccgtgcacaagtctcctggaatggagcgtcatagagg  166 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  495   AGAGAAGCGTCTTCCGCGCTGGACCGTGCACAAGTCTCCTGGAATGGAGCGTCATAGAGG  436 
 
 
Seq_1  167   gtgagaatcccgtctttggcacggacgcaccagggcttttgtgatgcgctctcgaagagt  226 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  435   GTGAGAATCCCGTCTTTGGCACGGACGCACCAGGGCTTTTGTGATGCGCTCTCGAAGAGT  376 
 
 
Seq_1  227   cgagttgtttgggaatgcagctcaaaatgggtggtgaactccatctaaagctaaatattg  286 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  375   CGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAACTCCATCTAAAGCTAAATATTG  316 
 
 
Seq_1  287   gcgagagaccgatagcgaacaagtaccgtgagggaaagatgaaaagcactttggaaagag  346 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  315   GCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAG  256 
 
 
Seq_1  347   agtgaaacagtacgtgaaattgttgaaagggaaacgcttgaagtcagtcgcgtcgcccga  406 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  255   AGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTCGCCCGA  196 
 
 
Seq_1  407   gactcagcctcgcctcggcttggtgtacttctcggccgacgggtcagcatcaattttgcc  466 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  195   GACTCAGCCTCGCCTCGGCTTGGTGTACTTCTCGGCCGACGGGTCAGCATCAATTTTGCC  136 
 
 
Seq_1  467   cctcggataatggcgagggaaatgtgacacctttacgggtgtgttatagtctttcgtcgc  526 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  135   CCTCGGATAATGGCGAGGGAAATGTGACACCTTTACGGGTGTGTTATAGTCTTTCGTCGC  76 
 
 
Seq_1  527   atgcgagggtcgggattgaggaactcagcacgcgccttcgggcgtcggggttcgcccacg  586 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| 
Seq_2  75    ATGCGAGGGTCGGGATTGAGGAACTCAGCACGCGCCTTCGGGCGTCGGGGT-CGCCCACG  17 
 
 
Seq_1  587   atacgtgcttagatgttggcgtaatggctttaaacgacccgtcttgaaacacggaccaag  646 
             |||||||||                                                    
Seq_2  16    ATACGTGCT---------------------------------------------------  8 
 
 
Seq_1  647   gagtctaacatgcccgcgagtgttcgggtggaaaacccgtgcgcgcaatgaaagtaaaag  706 
                              |||||                                       
Seq_2  7     ---------------ATGAGTG--------------------------------------  1 
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Seq_1  707   ttgggacctctgtcgtggagggcaccaacgcccggaccagaccttctgtgacggatctgc  766 
                                                                          
Seq_2  0     ------------------------------------------------------------  1 
 
 
Seq_1  767   ggtagagcgtgtatgttaggacccgaaagatggtga  802 
                                                  
Seq_2  0     ------------------------------------  1 
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Annex 3. Alignment of sequences A06_1P-LR7,  H05_1P-
LROR, and GO5_2L-LR3 to GenBank ID: KT933860.1 
 
Russula sardonia strain FH12215 large subunit ribosomal RNA gene, 
partial sequence (first BLAST hit obtained with sequences A06_1P-
LR7  and H05_1P-LROR, see actual sequences in Annex 3, below) 
GenBank: KT933860.1 
ORIGIN       
        1 ggattcccct agtaactgcg agtgaagcgg gaaaagctca aatttaaaat ctggtggcct 
       61 ttggccatcc gagttgtaat ttagagaagc gtcttccgcg ctggaccgtg cacaagtctc 
      121 ctggaatgga gcgtcataga gggtgagaat cccgtctttg gcacggacgc accagggctt 
      181 ttgtgatgcg ctctcgaaga gtcgagttgt ttgggaatgc agctcaaaat gggtggtgaa 
      241 ctccatctaa agctaaatat tggcgagaga ccgatagcga acaagtaccg tgagggaaag 
      301 atgaaaagca ctttggaaag agagtgaaac agtacgtgaa attgttgaaa gggaaacgct 
                          C in AF325318.1 and in GO5_2L-LR3 
                          | 
      361 tgaagtcagt cgcgtygccc gagactcagc ctcgcctcgg cttggtgtac ttctcggccg 
      421 acgggtcagc atcaattttg cccctcggat aatggcgagg gaaatgtgac acctttacgg 
      481 gtgtgttata gtctttcgtc gcatgcgagg gtcgggattg aggaactcag cacgcgcctt 
      541 cgggcgtcgg ggttcgccca cgatacgtgc ttakgatgtt ggcgtaatgg ctttaaacga 
      601 cccgtcttga aacacggacc aaggagtcta acatgcccgc gagtgttcgg gtggaaaacc 
      661 cgtgcgcgca atgaaagtaa aagttgggac ctctgtcgtg gagggcacca acgcccggac 
      721 cagaccttct gtgacggatc tgcggtagag cgtgtatgtt aggacccgaa agatggtgaa 
      781 ctatgcctga atagggtgaa gccagaggaa actctggtgg aggctcgtag cgattctgac 
      841 gtgcaaatcg atcgtcaaat ttgggtatag gggcgaaaga ctaatcgaac catctagtag 
      901 ctggttcctg ccgaagtttc cctcaggata gcagaaactc atgtcagatt tatgtggtaa 
      961 agcgaatgat tagaggcctt ggggatgaaa catccttaac ctattctcaa actttaaata 
     1021 tgtaagaacg agccgtcgct tgattggacc gctcggcgat tgagagtttc tagtgggcca 
     1081 tttttggtaa gcagaactgg cgatgcggga tgaaccgaac gcgaggttaa ggtgccggaa 
     1141 tgcacgctca tcagacacca caaaaggtgt tagttcatct agacagcagg acggtggcca 
     1201 tggaagtcgg aatccgctaa ggagtgtgta acaactcacc tgccgaatga actagccctg 
     1261 aaaatggatg gcgctcaagc gtgctaccca cacctcgccg tcggcgttga agtgacgtgc 
     1321 cgacgagtag gcaggcgtgg aggtccgtga agaagccttg gcagcgatgc tgggtgaaac 
     1381 ggcctctagt gcagatctg 
Useful sequences found in: 
1P-LROR 
1P-LR7 (antiparallel) 
2L-LR3 (antiparallel). See also alignment to AF325318.1, above. 
 
 
 
NOTE GO5_2L-LR3: According to the document Primers.pdf, LR3 should anneal in a 
internal location between LR7 and LROR, but the sequence we got back lays 
upstream of the sequences obtained with LR7 and LROR (see alignment to 
KT933860.1 below). So, either we misplaced the primers or the reactions before 
sequencing or the sequencing facility did.  
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Alignment of Sequence_1:  [KT933860.1_R-sardonia_LSU-rRNA.xdna] 
with  Sequence_2: [GO5_2L-LR3_(UBM-SAI)_071118.txt.xdna]--> 
antiparallel 
Performed with Serial Cloner 
(http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html). 
 
Similarity : 575/1397 (41.16 %) 
 
Seq_1  1     --------------------------------------ggattcccctagtaactgcgag  22 
                                                   |||||||||||||||||||||| 
Seq_2  615   ACTAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACTGCGAG  556 
 
 
Seq_1  23    tgaagcgggaaaagctcaaatttaaaatctggtggcctttggccatccgagttgtaattt  82 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  555   TGAAGCGGGAAAAGCTCAAATTTAAAATCTGGTGGCCTTTGGCCATCCGAGTTGTAATTT  496 
 
 
Seq_1  83    agagaagcgtcttccgcgctggaccgtgcacaagtctcctggaatggagcgtcatagagg  142 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  495   AGAGAAGCGTCTTCCGCGCTGGACCGTGCACAAGTCTCCTGGAATGGAGCGTCATAGAGG  436 
 
 
Seq_1  143   gtgagaatcccgtctttggcacggacgcaccagggcttttgtgatgcgctctcgaagagt  202 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  435   GTGAGAATCCCGTCTTTGGCACGGACGCACCAGGGCTTTTGTGATGCGCTCTCGAAGAGT  376 
 
 
Seq_1  203   cgagttgtttgggaatgcagctcaaaatgggtggtgaactccatctaaagctaaatattg  262 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  375   CGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTGAACTCCATCTAAAGCTAAATATTG  316 
 
 
Seq_1  263   gcgagagaccgatagcgaacaagtaccgtgagggaaagatgaaaagcactttggaaagag  322 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  315   GCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACTTTGGAAAGAG  256 
 
 
Seq_1  323   agtgaaacagtacgtgaaattgttgaaagggaaacgcttgaagtcagtcgcgt-gcccga  381 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||| 
Seq_2  255   AGTGAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAACGCTTGAAGTCAGTCGCGTCGCCCGA  196 
 
 
Seq_1  382   gactcagcctcgcctcggcttggtgtacttctcggccgacgggtcagcatcaattttgcc  441 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  195   GACTCAGCCTCGCCTCGGCTTGGTGTACTTCTCGGCCGACGGGTCAGCATCAATTTTGCC  136 
 
 
Seq_1  442   cctcggataatggcgagggaaatgtgacacctttacgggtgtgttatagtctttcgtcgc  501 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  135   CCTCGGATAATGGCGAGGGAAATGTGACACCTTTACGGGTGTGTTATAGTCTTTCGTCGC  76 
 
 
Seq_1  502   atgcgagggtcgggattgaggaactcagcacgcgccttcgggcgtcggggttcgcccacg  561 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| 
Seq_2  75    ATGCGAGGGTCGGGATTGAGGAACTCAGCACGCGCCTTCGGGCGTCGGGGT-CGCCCACG  17 
 
 
Seq_1  562   atacgtgcttagatgttggcgtaatggctttaaacgacccgtcttgaaacacggaccaag  621 
             |||||||||                                                    
Seq_2  16    ATACGTGCT---------------------------------------------------  8 
 
Sandra Ramos Pandiella Trabajo de Fin de Grado 2018 
38 
 
 
Seq_1  622   gagtctaacatgcccgcgagtgttcgggtggaaaacccgtgcgcgcaatgaaagtaaaag  681 
                                                                          
Seq_2  7     ------------------------------------------------------------  8 
 
 
Seq_1  682   ttgggacctctgtcgtggagggcaccaacgcccggaccagaccttctgtgacggatctgc  741 
                                                                          
Seq_2  7     ------------------------------------------------------------  8 
 
 
Seq_1  742   ggtagagcgtgtatgttaggacccgaaagatggtgaactatgcctgaatagggtgaagcc  801 
                                                                          
Seq_2  7     ------------------------------------------------------------  8 
 
 
Seq_1  802   agaggaaactctggtggaggctcgtagcgattctgacgtgcaaatcgatcgtcaaatttg  861 
                                                                          
Seq_2  7     ------------------------------------------------------------  8 
 
 
Seq_1  862   ggtataggggcgaaagactaatcgaaccatctagtagctggttcctgccgaagtttccct  921 
                                                                          
Seq_2  7     ------------------------------------------------------------  8 
 
 
Seq_1  922   caggatagcagaaactcatgtcagatttatgtggtaaagcgaatgattagaggccttggg  981 
                                                                          
Seq_2  7     ------------------------------------------------------------  8 
 
 
Seq_1  982   gatgaaacatccttaacctattctcaaactttaaatatgtaagaacgagccgtcgcttga  1041 
                                                                          
Seq_2  7     ------------------------------------------------------------  8 
 
 
Seq_1  1042  ttggaccgctcggcgattgagagtttctagtgggccatttttggtaagcagaactggcga  1101 
                                                                          
Seq_2  7     ------------------------------------------------------------  8 
 
 
Seq_1  1102  tgcgggatgaaccgaacgcgaggttaaggtgccggaatgcacgctcatcagacaccacaa  1161 
                                                                          
Seq_2  7     ------------------------------------------------------------  8 
 
 
Seq_1  1162  aaggtgttagttcatctagacagcaggacggtggccatggaagtcggaatccgctaagga  1221 
                                                                     | || 
Seq_2  7     --------------------------------------------------------ATGA  4 
 
 
Seq_1  1222  gtgtgtaacaactcacctgccgaatgaactagccctgaaaatggatggcgctcaagcgtg  1281 
             |||                                                          
Seq_2  3     GTG---------------------------------------------------------  1 
 
 
Seq_1  1282  ctacccacacctcgccgtcggcgttgaagtgacgtgccgacgagtaggcaggcgtggagg  1341 
                                                                          
Seq_2  0     ------------------------------------------------------------  1 
 
 
Seq_1  1342  tccgtgaagaagccttggcagcgatgctgggtgaaacggcctctagtgcagatctg  1397 
                                                                      
Seq_2  0     --------------------------------------------------------  1 
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Alignment of Sequence_1:  [KT933860.1_R-sardonia_LSU-rRNA.xdna] 
with Sequence_2: [A06_1P-LR7_(UBM-SAI).xdna]--> antiparallel  
Performed with Serial Cloner 
(http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html). 
 
Similarity : 752/1397 (53.83 %) 
 
Seq_1  1     ggattcccctagtaactgcgagtgaagcgggaaaagctcaaatttaaaatctggtggcct  60 
               |                                                          
Seq_2  753   --A---------------------------------------------------------  753 
 
 
Seq_1  61    ttggccatccgagttgtaatttagagaagcgtcttccgcgctggaccgtgcacaagtctc  120 
                                                                          
Seq_2  752   ------------------------------------------------------------  753 
 
 
Seq_1  121   ctggaatggagcgtcatagagggtgagaatcccgtctttggcacggacgcaccagggctt  180 
                                                                          
Seq_2  752   ------------------------------------------------------------  753 
 
 
Seq_1  181   ttgtgatgcgctctcgaagagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaaatgggtggtgaa  240 
                                                                          
Seq_2  752   ------------------------------------------------------------  753 
 
 
Seq_1  241   ctccatctaaagctaaatattggcgagagaccgatagcgaacaagtaccgtgagggaaag  300 
                                                                          
Seq_2  752   ------------------------------------------------------------  753 
 
 
Seq_1  301   atgaaaagcactttggaaagagagtgaaacagtacgtgaaattgttgaaagggaaacgct  360 
                                                                          
Seq_2  752   ------------------------------------------------------------  753 
 
 
Seq_1  361   tgaagtcagtcgcgtgcccgagactcagcctcgcctcggcttggtgtacttctcggccga  420 
                                                                          
Seq_2  752   ------------------------------------------------------------  753 
 
 
Seq_1  421   cgggtcagcatcaattttgcccctcggataatggcgagggaaatgtgacacctttacggg  480 
                                                                          
Seq_2  752   ------------------------------------------------------------  753 
 
 
Seq_1  481   tgtgttatagtctttcgtcgcatgcgagggtcgggattgaggaactcagcacgcgccttc  540 
                                                                          
Seq_2  752   ------------------------------------------------------------  753 
 
 
Seq_1  541   gggcgtcggggttcgcccacgatacgtgcttagatgttggcgtaatggctttaaacgacc  600 
                                                                          
Seq_2  752   ------------------------------------------------------------  753 
 
 
Seq_1  601   cgtcttgaaacacggaccaaggagtctaacatgcccgcgagtgttcgggtggaaaacccg  660 
                              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  752   -----------------CAAGGAGTCTAACATGCCCGCGAGTGTTCGGGTGGAAAACCCG  710 
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Seq_1  661   tgcgcgcaatgaaagtaaaagttgggacctctgtcgtggagggcaccaacgcccggacca  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  709   TGCGCGCAATGAAAGTAAAAGTTGGGACCTCTGTCGTGGAGGGCACCAACGCCCGGACCA  650 
 
 
Seq_1  721   gaccttctgtgacggatctgcggtagagcgtgtatgttaggacccgaaagatggtgaact  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  649   GACCTTCTGTGACGGATCTGCGGTAGAGCGTGTATGTTAGGACCCGAAAGATGGTGAACT  590 
 
 
Seq_1  781   atgcctgaatagggtgaagccagaggaaactctggtggaggctcgtagcgattctgacgt  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  589   ATGCCTGAATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGATTCTGACGT  530 
 
 
Seq_1  841   gcaaatcgatcgtcaaatttgggtataggggcgaaagactaatcgaaccatctagtagct  900 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  529   GCAAATCGATCGTCAAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCT  470 
 
 
Seq_1  901   ggttcctgccgaagtttccctcaggatagcagaaactcatgtcagatttatgtggtaaag  960 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  469   GGTTCCTGCCGAAGTTTCCCTCAGGATAGCAGAAACTCATGTCAGATTTATGTGGTAAAG  410 
 
 
Seq_1  961   cgaatgattagaggccttggggatgaaacatccttaacctattctcaaactttaaatatg  1020 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  409   CGAATGATTAGAGGCCTTGGGGATGAAACATCCTTAACCTATTCTCAAACTTTAAATATG  350 
 
 
Seq_1  1021  taagaacgagccgtcgcttgattggaccgctcggcgattgagagtttctagtgggccatt  1080 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  349   TAAGAACGAGCCGTCGCTTGATTGGACCGCTCGGCGATTGAGAGTTTCTAGTGGGCCATT  290 
 
 
Seq_1  1081  tttggtaagcagaactggcgatgcgggatgaaccgaacgcgaggttaaggtgccggaatg  1140 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  289   TTTGGTAAGCAGAACTGGCGATGCGGGATGAACCGAACGCGAGGTTAAGGTGCCGGAATG  230 
 
 
Seq_1  1141  cacgctcatcagacaccacaaaaggtgttagttcatctagacagcaggacggtggccatg  1200 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  229   CACGCTCATCAGACACCACAAAAGGTGTTAGTTCATCTAGACAGCAGGACGGTGGCCATG  170 
 
 
Seq_1  1201  gaagtcggaatccgctaaggagtgtgtaacaactcacctgccgaatgaactagccctgaa  1260 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  169   GAAGTCGGAATCCGCTAAGGAGTGTGTAACAACTCACCTGCCGAATGAACTAGCCCTGAA  110 
 
 
Seq_1  1261  aatggatggcgctcaagcgtgctacccacacctcgccgtcggcgttgaagtgacgtgccg  1320 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  109   AATGGATGGCGCTCAAGCGTGCTACCCACACCTCGCCGTCGGCGTTGAAGTGACGTGCCG  50 
 
 
Seq_1  1321  acgagtaggcaggcgtggaggtccgtgaagaagccttggcagcgatgctgggtgaaacgg  1380 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||| |          
Seq_2  49    ACGAGTAGGCAGGCGTGGAGGTCCGTGAAGAAGC--TGGCAGCGATGCTTG---------  1 
 
 
Seq_1  1381  cctctagtgcagatctg  1397 
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Seq_2  0     -----------------  1 
 
 
 
Alignment of Sequence_1:  [KT933860.1_R-sardonia_LSU-rRNA.xdna] 
with Sequence_2: [H05_1P-LROR_(UBM-SAI).xdna]  
Performed with Serial Cloner 
(http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html). 
 
Similarity : 753/1397 (53.90 %) 
 
Seq_1  1     ggattcccctagtaactgcgagtgaagcgggaaaagctcaaatttaaaatctggtggcct  60 
                                                                          
Seq_2  1     ------------------------------------------------------------  0 
 
 
Seq_1  61    ttggccatccgagttgtaatttagagaagcgtcttccgcgctggaccgtgcacaagtctc  120 
                                                                          
Seq_2  1     ------------------------------------------------------------  0 
 
 
Seq_1  121   ctggaatggagcgtcatagagggtgagaatcccgtctttggcacggacgcaccagggctt  180 
                                                                          
Seq_2  1     ------------------------------------------------------------  0 
 
 
Seq_1  181   ttgtgatgcgctctcgaagagtcgagttgtttgggaatgcagctcaaaatgggtggtgaa  240 
                                                                          
Seq_2  1     ------------------------------------------------------------  0 
 
 
Seq_1  241   ctccatctaaagctaaatattggcgagagaccgatagcgaacaagtaccgtgagggaaag  300 
                                                                          
Seq_2  1     ------------------------------------------------------------  0 
 
 
Seq_1  301   atgaaaagcactttggaaagagagtgaaacagtacgtgaaattgttgaaagggaaacgct  360 
                                                                          
Seq_2  1     ------------------------------------------------------------  0 
 
 
Seq_1  361   tgaagtcagtcgcgtgcccgagactcagcctcgcctcggcttggtgtacttctcggccga  420 
                                                                          
Seq_2  1     ------------------------------------------------------------  0 
 
 
Seq_1  421   cgggtcagcatcaattttgcccctcggataatggcgagggaaatgtgacacctttacggg  480 
                                                                  || |||| 
Seq_2  1     --------------------------------------------------GG-TTTCGGG  9 
 
 
Seq_1  481   tgtgttatagtctttcgtcgcatgcgagggtcgggattgaggaactcagcacgcgccttc  540 
              |||                                                         
Seq_2  10    GGTGG-------------------------------------------------------  14 
 
 
Seq_1  541   gggcgtcggggttcgcccacgatacgtgcttagatgttggcgtaatggctttaaacgacc  600 
                                                                          
Seq_2  15    ------------------------------------------------------------  14 
 
 
Seq_1  601   cgtcttgaaacacggaccaaggagtctaacatgcccgcgagtgttcgggtggaaaacccg  660 
                                                                  ||||||| 
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Seq_2  15    -----------------------------------------------------AAACCCG  21 
 
 
Seq_1  661   tgcgcgcaatgaaagtaaaagttgggacctctgtcgtggagggcaccaacgcccggacca  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  22    TGCGCGCAATGAAAGTAAAAGTTGGGACCTCTGTCGTGGAGGGCACCAACGCCCGGACCA  81 
 
 
Seq_1  721   gaccttctgtgacggatctgcggtagagcgtgtatgttaggacccgaaagatggtgaact  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  82    GACCTTCTGTGACGGATCTGCGGTAGAGCGTGTATGTTAGGACCCGAAAGATGGTGAACT  141 
 
 
Seq_1  781   atgcctgaatagggtgaagccagaggaaactctggtggaggctcgtagcgattctgacgt  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  142   ATGCCTGAATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGATTCTGACGT  201 
 
 
Seq_1  841   gcaaatcgatcgtcaaatttgggtataggggcgaaagactaatcgaaccatctagtagct  900 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  202   GCAAATCGATCGTCAAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCT  261 
 
 
Seq_1  901   ggttcctgccgaagtttccctcaggatagcagaaactcatgtcagatttatgtggtaaag  960 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  262   GGTTCCTGCCGAAGTTTCCCTCAGGATAGCAGAAACTCATGTCAGATTTATGTGGTAAAG  321 
 
 
Seq_1  961   cgaatgattagaggccttggggatgaaacatccttaacctattctcaaactttaaatatg  1020 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  322   CGAATGATTAGAGGCCTTGGGGATGAAACATCCTTAACCTATTCTCAAACTTTAAATATG  381 
 
 
Seq_1  1021  taagaacgagccgtcgcttgattggaccgctcggcgattgagagtttctagtgggccatt  1080 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  382   TAAGAACGAGCCGTCGCTTGATTGGACCGCTCGGCGATTGAGAGTTTCTAGTGGGCCATT  441 
 
 
Seq_1  1081  tttggtaagcagaactggcgatgcgggatgaaccgaacgcgaggttaaggtgccggaatg  1140 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  442   TTTGGTAAGCAGAACTGGCGATGCGGGATGAACCGAACGCGAGGTTAAGGTGCCGGAATG  501 
 
 
Seq_1  1141  cacgctcatcagacaccacaaaaggtgttagttcatctagacagcaggacggtggccatg  1200 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  502   CACGCTCATCAGACACCACAAAAGGTGTTAGTTCATCTAGACAGCAGGACGGTGGCCATG  561 
 
 
Seq_1  1201  gaagtcggaatccgctaaggagtgtgtaacaactcacctgccgaatgaactagccctgaa  1260 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  562   GAAGTCGGAATCCGCTAAGGAGTGTGTAACAACTCACCTGCCGAATGAACTAGCCCTGAA  621 
 
 
Seq_1  1261  aatggatggcgctcaagcgtgctacccacacctcgccgtcggcgttgaagtgacgtgccg  1320 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  622   AATGGATGGCGCTCAAGCGTGCTACCCACACCTCGCCGTCGGCGTTGAAGTGACGTGCCG  681 
 
 
Seq_1  1321  acgagtaggcaggcgtggaggtccgtgaagaagccttggcagcgatgctgggtgaaacgg  1380 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  682   ACGAGTAGGCAGGCGTGGAGGTCCGTGAAGAAGCCTTGGCAGCGATGCTGGGTGAAACGG  741 
 
 
Seq_1  1381  cctctagtgcagatctg-----------------  1397 
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             |||||||||||||||||                  
Seq_2  742   CCTCTAGTGCAGATCTGGGGGGGTGGTAGAGAAC  775 
 
 
 
Alignment of Sequence_1:  [KT933860.1_R-sardonia_LSU-rRNA.xdna] with  
Sequence_2: [AF325318_R-sardonia_LSU-rRNA.txt.xdna]  
 
Similarity : 777/1397 (55.62 %) 
 
Seq_1  1     ------------------------ggattcccctagtaactgcgagtgaagcgggaaaag  36 
                                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  1     taagcggagaaaagaaactaacaaggattcccctagtaactgcgagtgaagcgggaaaag  60 
 
 
Seq_1  37    ctcaaatttaaaatctggtggcctttggccatccgagttgtaatttagagaagcgtcttc  96 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  61    ctcaaatttaaaatctggtggcctttggccatccgagttgtaatttagagaagcgtcttc  120 
 
 
Seq_1  97    cgcgctggaccgtgcacaagtctcctggaatggagcgtcatagagggtgagaatcccgtc  156 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  121   cgcgctggaccgtgcacaagtctcctggaatggagcgtcatagagggtgagaatcccgtc  180 
 
 
Seq_1  157   tttggcacggacgcaccagggcttttgtgatgcgctctcgaagagtcgagttgtttggga  216 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  181   tttggcacggacgcaccagggcttttgtgatgcgctctcgaagagtcgagttgtttggga  240 
 
 
Seq_1  217   atgcagctcaaaatgggtggtgaactccatctaaagctaaatattggcgagagaccgata  276 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  241   atgcagctcaaaatgggtggtgaactccatctaaagctaaatattggcgagagaccgata  300 
 
 
Seq_1  277   gcgaacaagtaccgtgagggaaagatgaaaagcactttggaaagagagtgaaacagtacg  336 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  301   gcgaacaagtaccgtgagggaaagatgaaaagcactttggaaagagagtgaaacagtacg  360 
 
 
Seq_1  337   tgaaattgttgaaagggaaacgcttgaagtcagtcgcgt-gcccgagactcagcctcgcc  395 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||| 
Seq_2  361   tgaaattgttgaaagggaaacgcttgaagtcagtcgcgtcgcccgagactcagcctcgcc  420 
 
 
Seq_1  396   tcggcttggtgtacttctcggccgacgggtcagcatcaattttgcccctcggataatggc  455 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  421   tcggcttggtgtacttctcggccgacgggtcagcatcaattttgcccctcggataatggc  480 
 
 
Seq_1  456   gagggaaatgtgacacctttacgggtgtgttatagtctttcgtcgcatgcgagggtcggg  515 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  481   gagggaaatgtgacacctttacgggtgtgttatagtctttcgtcgcatgcgagggtcggg  540 
 
 
Seq_1  516   attgaggaactcagcacgcgccttcgggcgtcggggttcgcccacgatacgtgcttagat  575 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  541   attgaggaactcagcacgcgccttcgggcgtcggggttcgcccacgatacgtgcttagat  600 
 
 
Seq_1  576   gttggcgtaatggctttaaacgacccgtcttgaaacacggaccaaggagtctaacatgcc  635 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  601   gttggcgtaatggctttaaacgacccgtcttgaaacacggaccaaggagtctaacatgcc  660 
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Seq_1  636   cgcgagtgttcgggtggaaaacccgtgcgcgcaatgaaagtaaaagttgggacctctgtc  695 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  661   cgcgagtgttcgggtggaaaacccgtgcgcgcaatgaaagtaaaagttgggacctctgtc  720 
 
 
Seq_1  696   gtggagggcaccaacgcccggaccagaccttctgtgacggatctgcggtagagcgtgtat  755 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  721   gtggagggcaccaacgcccggaccagaccttctgtgacggatctgcggtagagcgtgtat  780 
 
 
Seq_1  756   gttaggacccgaaagatggtgaactatgcctgaatagggtgaagccagaggaaactctgg  815 
             ||||||||||||||||||||||                                       
Seq_2  781   gttaggacccgaaagatggtga--------------------------------------  802 
 
 
Seq_1  816   tggaggctcgtagcgattctgacgtgcaaatcgatcgtcaaatttgggtataggggcgaa  875 
                                                                          
Seq_2  803   ------------------------------------------------------------  802 
 
 
Seq_1  876   agactaatcgaaccatctagtagctggttcctgccgaagtttccctcaggatagcagaaa  935 
                                                                          
Seq_2  803   ------------------------------------------------------------  802 
 
 
Seq_1  936   ctcatgtcagatttatgtggtaaagcgaatgattagaggccttggggatgaaacatcctt  995 
                                                                          
Seq_2  803   ------------------------------------------------------------  802 
 
 
Seq_1  996   aacctattctcaaactttaaatatgtaagaacgagccgtcgcttgattggaccgctcggc  1055 
                                                                          
Seq_2  803   ------------------------------------------------------------  802 
 
 
Seq_1  1056  gattgagagtttctagtgggccatttttggtaagcagaactggcgatgcgggatgaaccg  1115 
                                                                          
Seq_2  803   ------------------------------------------------------------  802 
 
 
Seq_1  1116  aacgcgaggttaaggtgccggaatgcacgctcatcagacaccacaaaaggtgttagttca  1175 
                                                                          
Seq_2  803   ------------------------------------------------------------  802 
 
 
Seq_1  1176  tctagacagcaggacggtggccatggaagtcggaatccgctaaggagtgtgtaacaactc  1235 
                                                                          
Seq_2  803   ------------------------------------------------------------  802 
 
 
Seq_1  1236  acctgccgaatgaactagccctgaaaatggatggcgctcaagcgtgctacccacacctcg  1295 
                                                                          
Seq_2  803   ------------------------------------------------------------  802 
 
 
Seq_1  1296  ccgtcggcgttgaagtgacgtgccgacgagtaggcaggcgtggaggtccgtgaagaagcc  1355 
                                                                          
Seq_2  803   ------------------------------------------------------------  802 
 
 
Seq_1  1356  ttggcagcgatgctgggtgaaacggcctctagtgcagatctg  1397 
                                                        
Seq_2  803   ------------------------------------------  802 
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Annex 4. Useful sequences for phylogenetic analysis in 
the PCR reactions obtained with primers MS1/MS2 
(sequences D05_3M-MS1 and E05_3M-MS2) and 
LROR/LR7 (sequences A06_1P_LR7). 
 
1) Sequence D05_3M-MS1 
 
ACTAGCTACTGAATCATTATAAAAATTGATAACATAAGGGAAAATAATGATATTACCTTATTATTAGTGTCGTCCAAATC 
TGGTGCCAGAAGACTCGGTAAGGCCAGAGACACAAACGTTAATCGTCTTAATCAGGCGTAAAGGGTTTGTAGGCGGCTTT 
AAAAATTATTAACACAAATTTTATTTTTATTAATAATTAAAGAATAAAAGCTAGAATCAAAAAGAGGATATATTAAAGAA 
TGTTTAGAGTAGGTCTGATATCCATAGATACTAAGTAGAATATTAAAGGCGAAAGCTTTTTTCCATTAATGATTGACGCT 
CAGAAACGAAGGTGAGGATAGGAAATAGGATTAGATACCCAAAATACCCCTCTCTGTCAACGATGAATGGTAGTTATTAA 
TAAAATTTGATTAATGACAATGTTAACACGATAACCATTCCGCCTTGTGAGTACAACTGCAAAGTTGAAAACAAAAAAAT 
TAGTCGGTTTCGGAGCAAACGAAGTGAAGCATGTTATTTAATTCGAAAAAATCCCGCACCCGACTAAATTTTTTTTGG 
 
2) Sequence E05_3M-MS2 
 
TGCTCGACCGACTAATTTTTTTGTTTTCACTTTGCAGTTGTACTCACAAGGCGGAATGGTTATCGTGTTAACATTGTCAT 
TAATCAAATTTTATTAATAACTACCATTCATCGTTGACAGAGAGGGGTATTTTGGGTATCTAATCCTATTTCCTATCCTC 
ACCTTCGTTTCTGAGCGTCAATCATTAATGGAAAAAAGCTTTCGCCTTTAATATTCTACTTAGTATCTATGGATATCAGA 
CCTACTCTAAACATTCTTTAATATATCCTCTTTTTGATTCTAGCTTTTATTCTTTAATTATTAATAAAAATAAAATTTGT 
GTTAATAATTTTTAAAGCCGCCTACAAACCCTTTACGCCTGATTAAGACGATTAACGTTTGTGTCTCTGGCCTTACCGAG 
TCTTCTGGCACCAGATTTGGACGACACTAATAATAAGGTAATATCATTATTTTCCCTTATGTTATCAATTTTTATAATTG 
ATTTCAGTTAGCTAGTTCACTCTTTCGAGCATTGACTAATATTTTGGAACTGCTGAA 
 
 
3) Alignment of D05_3M-MS1 and E05_3M-MS2 (antiparallel) 
Alignment of Sequence_1:[E05_3M-MS1] with  Sequence_2: [E05_3M-MS2] 
D05_3M-MS1 / E05_3M-MS2 useful sequence (position 16 to 497 of Seq_1, below) to 
be used in a BLAST search aimed at obtaining 10 sequences for a maximum 
parsimony tree. Included in Serial cloner file D05_3M-MS1_(UBM-SAI)_071118.xdna 
and as FASTA in E05_3M-MS2_(UBM-SAI)_071118.xdna 
  
Similarity : 486/558 (87,10 %) 
 
Seq_1  1     -----------------------------------------AC-TAGCTACTGAATC--A  16 
                                                      ||      ||||||    | 
Seq_2  537   TTCAGCAGTTCCAAAATATTAGTCAATGCTCGAAAGAGTGAACTAGCTAACTGAAATCAA  478 
 
 
Seq_1  17    TTATAAAAATTGATAACATAAGGGAAAATAATGATATTACCTTATTATTAGTGTCGTCCA  76 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Seq_2  477   TTATAAAAATTGATAACATAAGGGAAAATAATGATATTACCTTATTATTAGTGTCGTCCA  418 
 
 
Seq_1  77    AATCTGGTGCCAGAAGACTCGGTAAGGCCAGAGACACAAACGTTAATCGTCTTAATCAGG  136 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  417   AATCTGGTGCCAGAAGACTCGGTAAGGCCAGAGACACAAACGTTAATCGTCTTAATCAGG  358 
 
 
Seq_1  137   CGTAAAGGGTTTGTAGGCGGCTTTAAAAATTATTAACACAAATTTTATTTTTATTAATAA  196 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  357   CGTAAAGGGTTTGTAGGCGGCTTTAAAAATTATTAACACAAATTTTATTTTTATTAATAA  298 
 
 
Seq_1  197   TTAAAGAATAAAAGCTAGAATCAAAAAGAGGATATATTAAAGAATGTTTAGAGTAGGTCT  256 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  297   TTAAAGAATAAAAGCTAGAATCAAAAAGAGGATATATTAAAGAATGTTTAGAGTAGGTCT  238 
 
 
Seq_1  257   GATATCCATAGATACTAAGTAGAATATTAAAGGCGAAAGCTTTTTTCCATTAATGATTGA  316 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  237   GATATCCATAGATACTAAGTAGAATATTAAAGGCGAAAGCTTTTTTCCATTAATGATTGA  178 
 
 
Seq_1  317   CGCTCAGAAACGAAGGTGAGGATAGGAAATAGGATTAGATACCCAAAATACCCCTCTCTG  376 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  177   CGCTCAGAAACGAAGGTGAGGATAGGAAATAGGATTAGATACCCAAAATACCCCTCTCTG  118 
 
 
Seq_1  377   TCAACGATGAATGGTAGTTATTAATAAAATTTGATTAATGACAATGTTAACACGATAACC  436 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  117   TCAACGATGAATGGTAGTTATTAATAAAATTTGATTAATGACAATGTTAACACGATAACC  58 
 
 
Seq_1  437   ATTCCGCCTTGTGAGTACAACTGCAAAGTTGAAAACAAAAAAATTAGTCGGTTTCGGAGC  496 
             ||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||  | |||| 
Seq_2  57    ATTCCGCCTTGTGAGTACAACTGCAAAGT-GAAAACAAAAAAATTAGTCGGT--C-GAGC  2 
 
 
Seq_1  497   AAACGAAGTGAAGCATGTTATTTAATTCGAAAAAATCCCGCACCCGACTAAATTTTTTTT  556 
             |                                                            
Seq_2  1     A-----------------------------------------------------------  1 
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Seq_1  557   GG  558 
                
Seq_2  0     --  1 
 
 
 
4) Sequence H05_1P_LROR 
 
GGTTTCGGGGGTGGAAACCCGTGCGCGCAATGAAAGTAAAAGTTGGGACCTCTGTCGTGGAGGGCACCAACGCCCGGACC 
AGACCTTCTGTGACGGATCTGCGGTAGAGCGTGTATGTTAGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGTGAAG 
CCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCAAATTTGGGTATAGGGGCGAAAGAC 
TAATCGAACCATCTAGTAGCTGGTTCCTGCCGAAGTTTCCCTCAGGATAGCAGAAACTCATGTCAGATTTATGTGGTAAA 
GCGAATGATTAGAGGCCTTGGGGATGAAACATCCTTAACCTATTCTCAAACTTTAAATATGTAAGAACGAGCCGTCGCTT 
GATTGGACCGCTCGGCGATTGAGAGTTTCTAGTGGGCCATTTTTGGTAAGCAGAACTGGCGATGCGGGATGAACCGAACG 
CGAGGTTAAGGTGCCGGAATGCACGCTCATCAGACACCACAAAAGGTGTTAGTTCATCTAGACAGCAGGACGGTGGCCAT 
GGAAGTCGGAATCCGCTAAGGAGTGTGTAACAACTCACCTGCCGAATGAACTAGCCCTGAAAATGGATGGCGCTCAAGCG 
TGCTACCCACACCTCGCCGTCGGCGTTGAAGTGACGTGCCGACGAGTAGGCAGGCGTGGAGGTCCGTGAAGAAGCCTTGG 
CAGCGATGCTGGGTGAAACGGCCTCTAGTGCAGATCTGGGGGGGTGGTAGAGAAC 
 
5) Sequence A06_1P_LR7 
 
CAAGCATCGCTGCCAGCTTCTTCACGGACCTCCACGCCTGCCTACTCGTCGGCACGTCACTTCAACGCCGACGGCGAGGT 
GTGGGTAGCACGCTTGAGCGCCATCCATTTTCAGGGCTAGTTCATTCGGCAGGTGAGTTGTTACACACTCCTTAGCGGAT 
TCCGACTTCCATGGCCACCGTCCTGCTGTCTAGATGAACTAACACCTTTTGTGGTGTCTGATGAGCGTGCATTCCGGCAC 
CTTAACCTCGCGTTCGGTTCATCCCGCATCGCCAGTTCTGCTTACCAAAAATGGCCCACTAGAAACTCTCAATCGCCGAG 
CGGTCCAATCAAGCGACGGCTCGTTCTTACATATTTAAAGTTTGAGAATAGGTTAAGGATGTTTCATCCCCAAGGCCTCT 
AATCATTCGCTTTACCACATAAATCTGACATGAGTTTCTGCTATCCTGAGGGAAACTTCGGCAGGAACCAGCTACTAGAT 
GGTTCGATTAGTCTTTCGCCCCTATACCCAAATTTGACGATCGATTTGCACGTCAGAATCGCTACGAGCCTCCACCAGAG 
TTTCCTCTGGCTTCACCCTATTCAGGCATAGTTCACCATCTTTCGGGTCCTAACATACACGCTCTACCGCAGATCCGTCA 
CAGAAGGTCTGGTCCGGGCGTTGGTGCCCTCCACGACAGAGGTCCCAACTTTTACTTTCATTGCGCGCACGGGTTTTCCA 
CCCGAACACTCGCGGGCATGTTAGACTCCTTGT 
 
6) Alignment of H05_1P_LROR and A06_1P_LR7 (antiparallel) 
Alignment of Sequence_1:  [H05_1P-LROR_(UBM-SAI).xdna] with  Sequence_2: 
[A06_1P-LR7_(UBM-SAI).xdna]  
 
 
 
 
H05_1P_LROR/A06_1P_LR7 useful sequence (position 15 to 715 of Seq_1, below) to 
be used in a BLAST search aimed at obtaining 10 sequences for a maximum 
parsimony tree. Included in Serial cloner file LROR_LR7_pcr-1P_useful-sequence-
for-BLAST_071718.xdna and as FASTA in LROR_LR7_pcr-1P_useful-sequence-for-
BLAST_071718.fasta 
 
 
 
Similarity : 723/775 (93.29 %) 
 
 
 
Seq_1  1     ------------------------GGTTTCGGGGGTGGAAACCCGTGCGCGCAATGAAAG  36 
                                     |  |||||| |   |||||||||||||||||||||| 
Seq_2  753   ACAAGGAGTCTAACATGCCCGCGAGTGTTCGGGTGGA-AAACCCGTGCGCGCAATGAAAG  695 
 
 
Seq_1  37    TAAAAGTTGGGACCTCTGTCGTGGAGGGCACCAACGCCCGGACCAGACCTTCTGTGACGG  96 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  694   TAAAAGTTGGGACCTCTGTCGTGGAGGGCACCAACGCCCGGACCAGACCTTCTGTGACGG  635 
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Seq_1  97    ATCTGCGGTAGAGCGTGTATGTTAGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGT  156 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  634   ATCTGCGGTAGAGCGTGTATGTTAGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAATAGGGT  575 
 
 
Seq_1  157   GAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCA  216 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  574   GAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGTAGCGATTCTGACGTGCAAATCGATCGTCA  515 
 
 
Seq_1  217   AATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTGGTTCCTGCCGAAGT  276 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  514   AATTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTGGTTCCTGCCGAAGT  455 
 
 
Seq_1  277   TTCCCTCAGGATAGCAGAAACTCATGTCAGATTTATGTGGTAAAGCGAATGATTAGAGGC  336 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  454   TTCCCTCAGGATAGCAGAAACTCATGTCAGATTTATGTGGTAAAGCGAATGATTAGAGGC  395 
 
 
Seq_1  337   CTTGGGGATGAAACATCCTTAACCTATTCTCAAACTTTAAATATGTAAGAACGAGCCGTC  396 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  394   CTTGGGGATGAAACATCCTTAACCTATTCTCAAACTTTAAATATGTAAGAACGAGCCGTC  335 
 
 
Seq_1  397   GCTTGATTGGACCGCTCGGCGATTGAGAGTTTCTAGTGGGCCATTTTTGGTAAGCAGAAC  456 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  334   GCTTGATTGGACCGCTCGGCGATTGAGAGTTTCTAGTGGGCCATTTTTGGTAAGCAGAAC  275 
 
 
Seq_1  457   TGGCGATGCGGGATGAACCGAACGCGAGGTTAAGGTGCCGGAATGCACGCTCATCAGACA  516 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  274   TGGCGATGCGGGATGAACCGAACGCGAGGTTAAGGTGCCGGAATGCACGCTCATCAGACA  215 
 
 
 
Seq_1  517   CCACAAAAGGTGTTAGTTCATCTAGACAGCAGGACGGTGGCCATGGAAGTCGGAATCCGC  576 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  214   CCACAAAAGGTGTTAGTTCATCTAGACAGCAGGACGGTGGCCATGGAAGTCGGAATCCGC  155 
 
 
Seq_1  577   TAAGGAGTGTGTAACAACTCACCTGCCGAATGAACTAGCCCTGAAAATGGATGGCGCTCA  636 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  154   TAAGGAGTGTGTAACAACTCACCTGCCGAATGAACTAGCCCTGAAAATGGATGGCGCTCA  95 
 
 
Seq_1  637   AGCGTGCTACCCACACCTCGCCGTCGGCGTTGAAGTGACGTGCCGACGAGTAGGCAGGCG  696 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Seq_2  94    AGCGTGCTACCCACACCTCGCCGTCGGCGTTGAAGTGACGTGCCGACGAGTAGGCAGGCG  35 
 
 
Seq_1  697   TGGAGGTCCGTGAAGAAGCCTTGGCAGCGATGCTGGGTGAAACGGCCTCTAGTGCAGATC  756 
             |||||||||||||||||||  ||||||||||||| |                         
Seq_2  34    TGGAGGTCCGTGAAGAAGC--TGGCAGCGATGCTTG------------------------  1 
 
 
Seq_1  757   TGGGGGGGTGGTAGAGAAC  775 
                                 
Seq_2  0     -------------------  1 
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